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(57) Abstract 

Hie invention relates to the use of 2r-hydn)xy-4-trifluoiDmethylbenzoTc acid derivatives as inhibitors of the activation of the nuclear 
transcription factor NF-kB. The invention also relates to the utilization of 2^ydroxy-4-4rifluoromediylbenzoYc acid derivatives for the 
preparation of medicaments to treat or prevent of pathologies associated to the activation of NF-kB and/or the expression of goies which 
are dependent on or regulated by. at least partially, NF-kB in mammals, including humans. 

(57) Resumen 

La invencidn se rcfierc al uso dc dcrivados del icido 2-hidn>xi-4-lrifluonHnetilbcnzoico para inhibir la activaci6n del factor de 
transcripci6n NF-#cB. La invenci6n se rcfierc tambidn a la utilizaci6n de derivados del dcido ^hidroxi-4-trifluQrDmetObenzoico para la 
preparacidn de medicamentos para cl tratamicnto o prevenci6n de patologfas asociadas a la activacidn del NF-«B y/o la expresi6n de genes 
dependientes o regulados. al menos en parte, a trav^ del NF-icB en mamfferos, incluido el hombie. 
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Uso de derivados del acido 2*hidroxi-4-trifluorometilbenzoico como 
inhibidores de la activaci6n del factor de traxiscripcion nuclear NF-k6* 

Sector de la tecnica. 

La presente invencion se refiere a inhibidores del factor de transcripcion 

5 nuclear kappaB (NF-kB) y a su uso en terapia. Especificamente, la presente 

invencion se refiere al uso de derivados del addo 2-hidroxi-4- 
trifluorometilbenzoico para inhibir la activaci6n del factor de transcripcion 

Estado de la tecnica anterior a la invencion. 
10 El control de la expresi6n de proteinas juega un papel clave tanto en el 

mantenimiento del normal ftmcionamiento de las c^lulas y por extension de 
los orgartispios, como en el desarrollo de procesos patologicos. Este control se 
realiza a traves de los llamados factores de transcripcidn. Uno de estos factores 
es el conjimto de proteinas conocido como el factor de transcripcion nuclear 

15 NF-kB^ formado por tma familia de complejos dimericos intimamente 

relacionados. El NF-kB existe en forma inactiva en el citoplasma de muchos 

tipos de celulas. En respuesta a un estimulo, se activa y se transloca al hucleo, 
donde se une al ADN y regula la trax\scripci6n de diferentes genes. La 

activaddn del NF-kB puede ser indudda por diferentes agentes como dtocinas 

20 inflamatorias (por ejemplo, el factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) y la 

interleucina-lbeta (IL-ip)), mit6genos, lipopolisacaridos bacterianos (LPS), 
virus, agentes oxidantes (por ejemplo, H2Q2 y ozono), esteres de forbol y luz 
ultravioleta. Entre los diferentes genes cuya expresi6n se halla regulada a 

trav& del NF-kB se encuentran muchos genes implicados en la respuesta 
25 inmune e inflamatoria. Asi, entre otros, el NF-kB regula la expresion de 
dtocinas proinflamatorias como IL-ip, interleucina-2 (IL-2), interleucina-6 (IL- 

6), TNF-a y factor estimulante de la formacion de coloiuas de granulocitos y 

macrofagos (granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF); 
quimiocinas como interleucina-8 (IL-8), RANTES, proteina inflamatoria de los 
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macr6fagos-la (macrophage inflammatory protein-la, MlP-la), profeina 
quimiotactica de los monocitos-1 (monocyte chemotactic protein-1, MCP-1) y 
eotaxina; enzimas inflamatorios como la 6xido mtrico sintasa inducible 
(INOS)/ ciclooxigenasa-2 (COX-2), 5-lipoxigenasa (5-LO) y fosfolipasa A2 
5 citosolica (CPLA2); moleculas de adhesi6n comb la molecula de adhesi6n 
intercelular-l (intercellular adhesion moleaile-1, ICAM-1), la molecula de 
adhesion vascular-1 (vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1) y E- 
selectina; y receptores como el receptor de la interleucina-2 y el receptor de 
c^lulas T (PJ. Barnes y I.M. Adcock, Trends Pharmacol ScL 1997, 18, 46-50). 

10 Se ha asodado dishmciones en la activaci6n del NF-kB y sus genes 

dependientes con diversas patologias como inflamaci6n aguda, shock septico, 
rechazo de trasplantes, dano por radiacion, dano por isquemia y reperfusion y 
enfermedades neurodegenerativas (PA. Baeuerle y T. Henkel, Annu. Rev, 
ImmunoL 1994, 12, 141-179), asma y otras enfermedades inflamatbrias cr6nicas 

1 5 (PJ. Bames y LM. Adcock, Trends Pharmacol Scl 1997, 18, 46-50), osteoporosis 
(Y. Abu-Amer y M. Mehrad Tondravi, Nature Med, 1997, 3(11), 1189-1190), y 
cancer (M.A. Sovak y cols., /. Clin, Invest. 1997, 100 (12), 2952-2960). Asimismo, 

se han detectado niveles elevados de NF-kB en tejido sinovial de pacientes con 
artritis reumatoide (H. Asahara y cols., Biochem, Mol Biol Int,, 1995, 37(5), 827- 
20 32), en muestras de sistema nervioso central de enfermos de esclerosis 
multiple p. Gveric y cols., /. Neuropathol Exp. Neurol 1998, 57(2), 168-78) y en 
muestras de tejido aterosclerotico (K Brand y cols., /. Clin, Invest. 1996, 97(7), 

1715-22), y se ha visto que el peptido amiloide P, que se deposita en placas de 

enfermos de Alzheimer, activa el NF-kB en celulas del sistema nervioso 
25 central (C. Behl y cols.. Cell 1994, 77, 817-827). Tambien se ha observado un gran 
incremento de la translocacidn nuclear de NF-kB en neuronas dopaminergicas 
de enfermos de Parkinson (S. Himot y cols., Proc, Natl Acad, Sci, USA 1997, 
94(14), 7531-7536). Igualmente, se ha descrito que el NF-kB interviene en la 

activacion transcripcional de virus como el virus de la inmunodeficiencia 
30 humana (VIH), citomegalo virus, adenovirus y herpesvirus. 

Por otro lado, se ha demostrado que las citocinas, enzimas inflamatorios. 



wo 99/61030 PCT/ES99/001S4 

3 

* 

moleculas de adhesion y otras proteinas cuya expresion se halla regulada por el 
NF-kB juegan un papel importante en un amplio abanico de patologias como 
inflamacion; asma; sindrome del distres respiratorio del adiilto (adult 
respiratory distress syndrome, ARDS); enfermedades inmunoinflamatorias y 
5 autoinmunes como artritis reimiatoidea, esclerosis multiple, psoriasis, 
enfermedad inflamatoria intestinal, lupus y glomerulonefritis; artrosis; shock 
s^ptico; aterosclerosis; cancer; osteoporosis; parto prematuro; rechazo de 
trasplantes; enfermedades neurodegenerativas como la demencia, incluido la 
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral 
1 0 amiotrdfica; e infecciones viricas. 

A la vista de lo anterior, los agentes que sean capaces de modular la 

actividad del factor de transcripcion NF-kB y/o la expresi6n de genes 
dependientes de este factor de transcripcion podrian ser de gran utilidad como 
agentes terapeuticos para el tratamiento o prevencion de las patologias 
1 5 anteriormente dtadas. Es por eUo que es de gran interes encontrar agentes que 

sean capaces de regular la actividad del NF-kB. 

El acido 2-acetiloxi-4-trifluorometilbenzoico, mas conocido por su 
Denominacion Comtin Intemacional (DO) triflusal, es im inhibidor de la 
agregadon plaquetaria comercializado para el tratamiento de enfermedades 
20 tromboembolicas bajo la marca Disgren®. Su prindpal metabolito, el addo 2- 

* 

hidroxi-4-trifluorometilbenzoico (conoddo tambi^n por las siglas HTB), posee 
tambi^n tma notable actividad como antiagregante plaquetario. Ambos 
compuestos se hallan descritos en la patente US 4,096,252. 

Los presentes inventores han encontrado que, sorprendentemente, 

25 tanto el triflusal como su metabolito, el HTB, inhiben la activacion del NF-kB. 
Asimismo, se ha encontrado que ambos compuestos son potentes inhibidores 
de la expresion de genes regulados transcripcionalmente por . el NF-kB. Debido 
a esta nueva actividad ahora descubierta, el triflusal y el HTB son 
potencialmente utiles en el tratamiento o prevendon de patologias en las que 

30 la activacion del NF-kB y sus genes dependientes se halla implicada, como las 
anteriormente citadas. 
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Explicacion de la invencion. 

La presente invencidn se basa en el descubrimiento de que el triflusal y 
su metabolito, el HTB, son potentes inhibidores de la activacion del factor de 

transcripcion NF-kB. Como se ha mencionado anteriormente, el NF-kB es un 

5 factor de transcripcion ubicuo que actua uni^ndose al ADN, activando de este 
modo la expresion de diferentes genes, muchos de ellos relacionados con la 
respuesta inmune e inflamatoria. La presente invencion demuestra que el 

triflusal y el HTB inhiben la activacion del NF-kB indudda por diferentes 

agentes como TNF-a, inmunocomplejos y LPS en diferentes tipos de c^lulas, 
10 como c^lulas endoteliales de vena de cord6n umbilical htunano (human 
umbilical vein endothelial ceUs, HUVEC), macr6fagos y monocitos. Asimismo, 
se demuestra tambien que el triflusal y el HTB inhiben la expresion de diversas 

proteinas en cuya regulacion transcripcional interviene el NF-kB, como por 

ejemplo VCAM-1, iNOS, COX-2, MCP-1 y TNF-a. Por ello, el triflusal y el HTB 
15 son utiles como agentes terapeuticos o preventivos en aquellas situaciones 
patologicas en las que partidpa el NF-kB y/o las proteinas cuya expresi6n se 
halla regulada por este factor de transcripcion. 

El triflusal y el HTB se pueden representar de ima forma generica 
mediante la f6rmula I: 



20 



COOH 




a) 

donde R representa hidrogeno (HTB) 6 COCH3 (triflusal), 

Es objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de formula I 
para la manufactura de un medicamento util para inhibir la activacion del 
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factor de transcripcion NF-kB. El uso de una sal farmaceuticamente aceptable 

de un compuesto de formula I o un profarmaco del mismo quedan tambien 
incluidos dentro del ambito de la presente invencion. 

Otro objeto de la presente invencion es el uso de un compuesto de 
5 formula J o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de vn medicamento util para inhibir la expresion de genes 
dependientes y/o regulados, al menos en parte, a traves del factor de 

transcripcion NF-kB, En una realizaci6n preferida, el gen codifica la IL-ip, IL-2, 

IL-6, TNF-a, GM-<:SF, IL-8, RANTES, MlP-la, MCP-1, eotaxina, iNOS, COX-2, 
1 0 5-LO, cPLA2/ ICAM-1, VCAM-1, E-selectina, el receptor de la IL-2 o el receptor 
de celtdas T, y mas preferiblemente codifica VCAM-1, iNOS, COX-2, MCP-1« 

TNF-a. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de xm compuesto de 
f6rmula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
15 la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevencion de 

patologias asociadas a la activacion del factor de transcripcion NF-kB y/o la 

expresion de genes dependientes de este factor de transcripcion. En una 
realizacion preferida, la patologia es inflamadon; asma; smdrome del distrfe 
respiratorio del adulto (adult respiratory distress s)nadrome, ARDS); 

20 enfermedades inmimoinflamatorias y autoinmxmes como artritis reumatoidea 
y otras enfermedades de tipo artritico, esclerosis multiple, psoriasis, 
enfermedad inflamatoria intestinal, lupus y glomerulonef ritis; artrosis; shock 
septico; aterosclerosis; cancer; osteoporosis; parto prematuro; rechazo de 
trasplantes; enfermedades neurodegenerativas como la demencia, incluido la 

2 5 enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis lateral 
amiotrofica; e infecciones viricas. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento titil para inhibir la expresion de la COX-2. 

30 Es tambien objeto de la presente invencion el uso de xm compuesto de 

formula I o tma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 



wo 99/61030 PCT/ES99/00154 

6 

la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevencion de 
enfermedades mediadas por la COX-Z En tina realizacion preferida, la 
enfermedad mediada por la COX-2 es artritis reumatoidea y otras 
enfermedades de tipo artritico, artrosis, parto prematuro, demencia o cancer. 
5 Es tambien objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de 

f6rmula I o una sal farmac^uticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento litil para inhibir la expresion de VCAM-1. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de xm compuesto de 
f6rmula I o una sal farmac^uticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
10 la manufactura de im medicamento para el tratamiento o prevencion de 
enfermedades mediadas por VCAM-1. En xma realizacion preferida, la 
enfermedad mediada por VCAM-1 es aterosclerosis, artritis reumatoidea, 
lupus, esclerosis multiple, erifermedad inflamatoria intestinal, asma, rinitis 
alergica y metastasis de tumores. 
15 Es tambien objeto de la presente invencion el uso de tm compuesto de 

f6rmula I o tma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento util para inhibir la expresion de la iNOS. 

Es tambien objeto de la presente invenci6n el uso de un compuesto de 
f6rmula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
20 la manufactura de im medicamento para el tratamiento o prevenci6n de 
enfermedades mediadas por la iNOS. En tma realizacion preferida la 
enfermedad mediada por la iNOS es inflamadon, shock septico, enfermedad 
inflamatoria intestinal y enfermedades netirodegenerativas. 

Es tambien objeto de la presente invenci6n el uso de im compuesto de 
25 f6rmula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 

la manufactura de un medicamento util para inhibir la expresion del TNF-a. 

Es tambien objeto de la presente invenci6n el laso de un compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevencion de 

30 enfermedades mediadas por el TNF-a. En vma realizacion preferida la 

enfermedad mediada por el TNF-a es artritis reumatoidea, espondilitis 
reumatoidea, artritis gotosa y otras enfermedades artriticas, artrosis, sepsis. 
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shock septico, shock endot6xico, sindrome de shock toxico, sindrome- del 
distr^s respiratorio del adulto, malaria cerebral, enfermedad inflamatoria 
pulmonar cronica, silicosis, sarcoidosis pulmonar, fibrosis pulmonar, hepatitis, 
osteoporosis y otras enfermedades relacionadas con la resordon osea, dano por 
5 reperfusion, rechazo de trasplantes, esclerosis multiple, lupios, fiebre y mialgias 
debidas a infecciones, caquexia, sindrome de la iimiunodeficiencia adquirida 
(SID A), enfermedad inflamatoria intestinal y piresis. 

Es tambien objeto de la presente invencion el xiso de xm compuesto de 
fdrmxila I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 

10 la manxxfactura de un medicamento litil para inhibir la expresi6n de la MCP-1. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de \m compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevenci6n de 
enfermedades mediadas por la MCP-1, En una realizaddn preferida la 

1 5 enfermedad mediada por la MC3*-1 es aterosderosis, glomerulonef ritis, artritis 
reumatoidea, fibrosis pulmonar, restenosis, asma, psoriasis, enfermedad 
inflamatoria intestinal, esclerosis multiple y rechazo de trasplantes. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de tm compuesto de 
fdrmula I o tma sal farmaceuticamehte aceptable o profarmaco del mismo para 

20 la manufactura de xm medicamento para el tratamiento o prevenci6n de 
enfermedades neurodegenerativas, particularmente la demencia, la 
enfermedad de Parkinson y la esderosis lateral amiotrofica. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de im compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 

25 la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevencion de 
enfermedades inmunoinflamatorias y autoinmunes, preferiblemente la 
artritis reumatoidea y otras enfermedades de tipo artritico, esderosis multiple, 
psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus y glomerulonefritis. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de im compuesto de 

3 0 formula I o xma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de im medicamento para el tratamiento o prevencion de la 
artrosis. 
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Es tambien objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de 
fdrmula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevencion del 
5 cancer. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de 
f6rmula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manvifactura de im medicamento para el tratamiento o prevencion de la 
aterosclerosis. 

10 Es tambien objeto de la presente invenci6n el uso de tm compuesto de 

formula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de im medicamento para la prevencion de parto prematuro. 

Es tambien objeto de la presente invenci6n el uso de un compuesto de 
f6rmula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profdrmaco del mismo para 

15 la manufactura de im medicamento para el tratamiento o prevenci6n de la 
inflamacion. 

Es tambien objeto de la presente invenci6n el uso de im compuesto de 
f6rmula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de tm medicamento para el tratamiento o prevencion del asma 
20 o el smdrome del clistres respiratorio del adulto. 

Es tambien objeto de la presente invenci6n el uso de un compuesto de 
formula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevenci6n del 
shock septico. 

25 Es tambien objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de 

formula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de tm medicamento para el tratamiento o prevencion de la 
osteoporosis. 

Es tambien objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de 
3 0 f ormtila I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevencion de 
infecciones viricas. 
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Es tambien objeto de la presente invencion el uso de un compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o prof^rmaco del mismo para 
la manufactura de un medicamento para el tratamiento o prevenci6n. del 
rechazo de treisplantes. 
5 La presente invencion tambien proporciona el uso de un compuesto de 

formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 

inhibir la activacion del factor de transcripcion NF-kB. 

La presente invencion tambien proporciona el uso de im compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
1 0 inhibir la expresion de genes dependientes y/o regulados, al menos en parte, a 

traves del factor de transcripcion NF-kB. 

La presente invenci6n tambien proporciona el uso de un compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
el tratamiento o prevendon de patologias asociadas a la activacion del factor de 

15 transcripci6n NF-kB y/o la expresion de genes dependientes de este factor de 
transcripcion. 

La presente invencion tambien proporciona el uso de un compuesto de 
formula I o xma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
inhibir la expresion de la COX-2. 
20 La presente invencion tambien proporciona el uso de un compuesto de 

* 

f6rmula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
para el tratamiento o prevendon de enfermedades mediadas por la COX-2, 
preferiblemente artritis reumatoidea y otras enfermedades de tipo artritico, 
artrosis, parto prematuro, demenda o cancer. 

25 La presente invend6n tambien propordona el uso de un compuesto de 

formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco diel mismo para 
inhibir la expresion de VCAM-l. 

La presente invencion tambien proporciona el uso de un compuesto de 
formula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 

30 el tratamiento o prevendon de enfermedades mediadas por VCAM-1, 
preferiblemente aterosderosis, artritis reumatoidea, lupus, esclerosis multiple, 
enfermedad inflamatoria intestinal, asma, rinitis alergica y metastasis de 
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tumores. 

La presente invencion tambien proporciona el uso de \m compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
inhibir la expresion de la iNOS. 

La invencion tambien propordona el uso de un compuesto de formula I 
o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para el 
tratamiento o prevenci6n de enfermedades iriediadas por la iNOS, 
preferiblemente inflamad6n, shock septico, enfermedad inflamatoria 
intestinal y enfermedades neurodegenerativas. 

La presente invencion tambien proporciona el uso de un compuesto de 
f6rmula I o xma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 

inhibir la expresion del TNF-a. 

La presente invencion tambien proporciona el uso de tm compuesto de 
formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 

el tratamiento o prevencion de enfermedades mediadas por el TNF-a, 

preferiblemente artritis reumatoidea, espondilitis reumatoidea, artritis gotosa y 
otras enfermedades artriticas, artrosis, sepsis, shock septico, shock endotoxico, 
sindrome de shock t6xico, sindrome del distr^s respiratorio del adulto, malaria 
cerebral, enfermedad inflamatoria pulmonar cr6nica, silicosis, sarcoidosis 
pulmonar, fibrosis pulmonar, hepatitis, osteoporosis y otras enfermedades 
reladonadas con la resorcion osea, dcino por reperfusion, rechazo de 
trasplantes, esderosis multiple, lupus, fiebre y mialgias debidas a infecciones, 
caquexia, sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad 
inflamatoria intestinal y piresis. 

La presente invendon tambien propordona el uso de un compuesto de 
f6rmula I o ima sal fcirmac^uticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
inhibir la expresion de la MCP-1. 

La presente invencion tambien propordona el uso de im compuesto de 
f6rmula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo para 
el tratamiento o prevendon de enfermedades mediadas por la MCP-1, 
preferiblemente aterosderosis, glomerulonefritis, artritis reumatoidea, fibrosis 
pulmonar, restenosis, asma, psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal. 



wo 99/61030 PCT/ES99/00154 

1 1 

esclerosis multiple y rechazo de trasplantes. 

La presente invenci6n tambi6a proporciona tin metodo para inhibir la 

activacion del factor de transcripci6n NF-kB en iin mamifero necesitado del 
mismo, que comprende administrar a dicho mamifero ima cantidad 
5 terapeuticamente efectiva de un compuesto de formula I o una sal 
farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo. El mamifero es 
preferiblemente un ser humano. 

La presente invencion tambidn proporciona im metodo para inhibir la 
expresion de genes dependientes y/o regulados, al menos en parte, a traves del 

1 0 factor de transcripcion NF-kB en im mamifero necesitado del mismo, que 
comprende administrar a dicho mamifero ima cantidad terapeuticamente 
efectiva de un compuesto de formula I o tma sal farmaceuticamente aceptable 
o profarmaco del mismo. 

La presente invencion tambien proporciona im metodo para el 

1 5 tratamiento o prevencion de patologias asociadas a la activacion del factor de 

transcripcion NF-kB y/o la expresion de genes dependientes de este factor de 
transcripcion en im mamifero necesitado del mismo, que comprende 
administrar a dicho mamifero ima cantidad terapeuticeunente efectiva de un 
compuesto de f6rmula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco 
20 del mismo. 

La presente invencion tambi&i proporciona im metodo para inhibir la 
expresion de la COX-2 en im mamifero necesitado del mismo, que comprende 
administrar a dicho mamifero ima cantidad terapeuticamente efectiva de un 
compuesto de fdrmula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco 
25 del mismo. 

La presente invencion tambien proporciona un metodo para el 
tratamiento o prevencion de enfermedades iriediadas por la COX-2, 
preferiblemente artritis reumatoidea y otras enfermedades de tipo artritico, 
artrosis, parto prematuro, demencia o cancer, en un mamifero necesitado del 
30 mismo, que comprende administrar a dicho mamifero xma cantidad 
terapeuticamente efectiva de un compuesto de formula I o ima sal 
farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo. 
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La presente invencion tambi^n proporciona iin metodo para inhibir la 
expresion de VCAM-1 en un mamifero necesitado del mismo, que comprende 
administrar a dicho mamifero ima cantidad terapeuticamente efectiva de un 
compuesto de formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco 
5 del mismo. 

La presente invencion tambien proporciona tm metodo para el 
tratamiento o prevencion de enfermedades mediadas por VCAM-1, 
preferiblemente aterosclerosis, artritis reumatoidea, lupus, esclerosis multiple, 
enfermedad inflamatoria intestinal, asma, rinitis alergica y metastasis de 
1 0 tumores, en vm mamifero necesitado del mismo, que comprende administrar 
a dicho mamifero ima cantidad terapeuticamente efectiva de un compuesto de 
f6rmula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo. 

La presente invencion tambien proporciona un metodo para inhibir la 
expresi6n de la iNOS en im mamifero necesitado del mismo, que comprende 
1 5 administrar a dicho mamifero ima cantidad terapeuticamente efectiva de u n 
compuesto de formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco 
del mismo. 

La invencion tambien proporciona un metodo para el tratamiento o 
prevencion de enfermedades mediadas por la iNOS, preferiblemente 
20 inflamadon, shock septico, enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedades 
neurodegenerativas, en im mamifero necesitado del mismo, que comprende 
administrar a dicho mamifero una cantidad terapeuticamente efectiva de un 
compuesto de formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco 
del mismo. 

25 La presente invencion tambien proporciona un metodo para inhibir la 

expresion del TNF-a en un mamifero necesitado del mismo, que comprende 
administrar a dicho mamifero una cantidad terapeuticamente efectiva de un 
compuesto de formula I o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco 
del mismo. 

30 La presente invencion tambien proporciona un metodo para el 

tratamiento o prevencion de enfermedades mediadas por el TNF-a, 
preferiblemente artritis reumatoidea, espondilitis reumatoidea, artritis gotosa y 
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otras enfennedades artriticas, artrosis, sepsis, shock septico, shock endotoxico, 
smdrome de shock toxico, smdrome del distres respiratorio del adulto, malaria 
cerebral, enfermedad inflamatoria pulmonar cronica, silicosis, sarcoidosis 
pulmonar, fibrosis pulmonar, hepatitis, osteoporosis y otras enfermedades 
5 relacionadas con la resorcion osea, dano por reperfusion, rechazo de 
trasplantes, esclerosis multiple, lupus, fiebre y mialgias debidas a infecciones, 
caquexia, smdrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad 
inflamatoria intestinal ypiresis, en un mamifero necesitado del mismo, que 
cpmprende administrar a dicho ioaamifero tma cantidad terapeuticamente 

1 0 efectiva de xm compuesto de formula I o una sal farmaceuticamente aceptable 
o profarmaco del mismo. 

La presente invencion tambien proporciona un metodo para inhibir la 
expresion de la MCP-1 en un mamifero necesitado del mismo, que comprende 
administrar a dicho mamifero ima cantidad terapeuticamente efectiva de un 

1 5 compuesto de formula I o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco 
del mismo. 

La presente invencion tambien proporciona xm metodo para el 

ft , _ * 

tratamiento o prevencion de enfermedades mediadas por la MCP-1, 
preferiblemente aterosclerosis, glomerulonefritis, artritis reumatoidea, fibrosis 

20 pulmonar, restenosis, asma, psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, 
esclerosis multiple y rechazo de trasplantes, en un mamifero necesitado del 
mismo, que comprende administrar a dicho mamifero ima cantidad 
terapeuticamente efectiva de un compuesto de formula I o una sal 
farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo. 

25 Queda incluida tambien dehtro del ambito de la presente invenci6n una 

composidon farmaceutica que comprende una cantidad terapeuticamente 
efectiva de tm compuesto de formula I o una sal farmaceuticamente aceptable 
o profarmaco del mismo para el tratamiento o prevencion de patologias 

asociadas a la activadon del factor de transcription NF-kB y/o la expresion de 

3 0 genes dependientes de este factor de transcripcion, y mas preferiblemente para 
el tratamiento o prevencion de la inflamacion; asma; smdrome del distres 
respiratorio del adulto (adult respiratory distress syndrome, ARDS); 
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enfermedades inmunoinflamatorias y autoinmunes como artritis 

reximatoidea y otras enfermedades de tipo artritico, esclerosis multiple, 

psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, lupus y glomerulonefritis; 

artrosis; shock sdptico; aterosclerosis; cancer; osteoporosis; parto prematuro; 
5 rechazo de trasplantes; enfermedades neurodegenerativas como la demencia, 

incluido la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la 

esclerosis lateral amiotrofica; e infecciones vmcas. 

Las sales farmac^uticamente aceptables de un compuesto de formula I 

incluyen cualquiera de las sales utilizadas habitualmente en quimica 
10 farmac^utica, como por ejemplo las sales con cationes inorganicos como sodio, 

potasio, calcio, magnesio, litio, aiuminio, zinc, etc asi como las sales formadas 

con amoniaco y otras aminas farmaceuticamente aceptables. 

A lo largo de la presente descripcion, se entiende por prof armaco de u n 

compuesto de formula I cualquier compuesto precursor de un compuesto de 
15 f6rmula I que es capaz de metabolizarse y liberar in vivo un compuesto de 

formula 1, es decir el triflusal o el HTB. 

Por NF-kB se entiende cualquier miembro de la famUia de proteinas 
conocidas por este nombre. 

Por gen dependiente y/ o regulado, al menos en parte, a traves del factor 

20 de transcripdon NF-kB se entiende cualquier gen que posea en su region 
promotora uno o mas pimtos de imion con el NF-kB. La Usta de genes 

regulados por el NF-kB mencionada anteriormente en el apartado "Estado de 
la t&nica anterior a la invencion" se dta a modo de ejemplo y no debe 
entenderse en ningiin caso como limitativa. 

25 Por patologia asodada a la activadon del factor de transcripdon NF-kB 

y/o la expresion de genes dependientes de este factor de transcripdon se 
entiende cualquier enfermedad o estado patologico donde intervenga, al 

menos en parte, la activacion del NF-kB y/o las proteinas cuya expresi6n (es 

4 

dedr la expresion del gen que las codifica) se halla regulada por este factor de 
30 transcripdon. Las listas de estas enfermedades mencionadas anteriormente se 
citan a modo de ejemplo y no deben entenderse en ningun caso como 
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limitando el ambito de la presente mvencion. 

Bajo el termino enfermedades neurodegenerativas se incluyen, entre 
otras, las demencias, como la enfermedad de Alzheimer; las enfermedades con 
trastomos del movimiento, como la enfermedad de Parkinson; las ataxias 
5 progresivas; y las amiotrofias de origen neuronal, como la esclerosis lateral 
amiotr6fica. 

Por demencia se entiende cualquier patologia caracterizada por un 
deterioro de las funciones cognitivas, como por ejemplo la enfermedad de 
Alzheimer, demencias post-traumaticas o infecciosas asi como situaciones 
1 0 mixtas. 

El termino enfermedad inflamatoria intestinal incluye tanto colitis 
idcerosa como la enfermedad de Crohn asi como cualqmer otro tipo de 
variante de enfermedad inflamatoria intestinal. 

El termino rechazo de trasplantes se refiere tanto al rechazo de 
1 5 trasplantes de tejidos, como por ejemplo la enfermedad de injerto contra 
huesped, como de organos. 

Procedimientos para preparar el triflusal o el HTB se hallan descritos en 
la patente americana antes citada (US 4,096,252). 

Como se ha dicho anteriormente, los compuestos de formula I inhiben 

20 la activacion del factor de transcripci6n NF-kB y por tanto pueden utilizarse 

para inhibir dicha activacion en mamiferos, preferiblemente en seres 
himianos. La dpsis de im compuesto de formula I necesaria para modular la 

activacion del factor de traiiscripcion NF-kB, o cualquier otro uso aqui descrito, 

dependera de la patologia tratada, de la gravedad de los smtomas, de la edad y 
25 peso corporal del padente asi como de la via de administracion elegida. 
Cualquier entendido en la materia podrfi facilmente determinar las dosis 
adecuadas en ftmcion de estos factores sin tener que recurrir a ima excesiva 
experimentacion. En terapia humana, generalmente las dosis estaran 
comprendidas entre aproximadamente 30 mg y aproximadamente 3000 mg al 
30 dia de im compuesto de formula I, que podran ser administrados en una o 
varias unidades de dosis. Dependiendo de la patologia concreta a tratar y de la 
situacion del padente, sin embargo, podrian ser necesarias dosis fuera de este 
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rango, que como ya se ha mencionado antes podran ser detenninadas por un 
entendido en la materia sin necesidad de demasiada experimentacion. 

Los compuestos de formula I pueden ser administrados en forma de 
cualquier formulacion farmaceutica, la naturaleza de la cual, como es bien 
5 sabido, dependera de la via de administracion y de la naturaleza de la patologia 
a tratar. Estas coinposiciones farmaceuticas se pueden preparar por t^cnicas 
convencionales, empleando excipientes o vehiculos compatibles y 
farmaceuticamente aceptables. Ejemplos de estas composiciones incluyen 
capsulas, comprimidos, jarabes, polvos y granulados para la formacion de 

1 0 soluciones extemporaneas, preparaciones inyectables, etc. Una via preferida de 
administracion de los compuestos de formula I es por via oraL Por ejemplo, 
pueden administrarse en forma de capsulas de gelatina dura que contengan por 
ejemplo 50, 100, 200, 300, 400 6 500 mg de un conrpuesto de formula I o una sal 
farmaceuticamente aceptable o profarmaco del mismo. 

15 Breve descripcion de las figuras 

La Figura 1 ilustra el efecto inhibidor del triflusal y ETTB sobre la 

activacion del factor de transcripcion NF-kB indudda por TTSTF-a en cultivos de 
celulas endoteliales de vena de cordon umbilical humano (HUVEC). 

La Figura 2 ilustra el efecto inhibidor del triflusal y HTB sobre la 

20 activacion del factor de transcripcion NF-kB inducida por inmunocomplejos 
(IC) en macrofagos de rata. 

La Figura 3 (A y B) ilustra el efecto inhibidor del HTB sobre la activacion 

del factor de trai\scripci6n NF-kB inducida por lipopolisacarido bacteriano 
(LPS) en celulas mononudeares de sangre periferica humana. 
25 La Figura 4 ilustra el efecto inhibidor del triflusal y HTB sobre la 

expresion del ARNm de VCAM-1 indudda por TNF-a en HUVEC. 

La Figura 5 ilustra el efecto inhibidor del HTB (5A) y triflusal (5B) sobre 
la producdon de nitrito inducida por inmtmocomplejos en macrdfagos de rata. 

La Figura 6 ilustra el efecto del triflusal y HTB sobre la COX-2 inducida 
30 por LPS en celulas mononudeares humanas: (6 A) efecto inhibidor del triflusal 
sobre la expresion de COX-2; (6B) efecto inhibidor del HTB sobre la expresion de 
COX-2; (6C) inhibidon de la produccion de prostaglandina E2 (PGEj) producida 
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por triflusal; (6D) inhibicion de la produccion de PGEj producida por HTB. - 

La Figura 7 ilustra el efecto inhibidor del triflusal administrado por via 
oral sobre la expresion de COX-2 (7 A) y la produccion de PGEj (7B) en un 
modelo de inflamacion inducido por carragenina en rata. 
5 La Figura 8 ilustra el efecto inhibidor del HTB sobre la expresion de 

MCF-1 inducida por inmunocomplejos (IC) en la linea monocitica humana 
THP-1. 

La Figura 9 ilustra el efecto inhibidor del triflusal y HTB sobire la 
expresion de TNF-a inducida por lipopolisacarido bacteriano (LPS) en c61ulas 
1 0 mononucleares de sangre periferica humana. 

Los siguientes ejemplos ilustran la utilidad del triflusal y el HTB como 
inhibidores de la activacion del NF-kB y sus genes dependientes. De ningun 

modo deben interpretarse como limitando el ambito de la presente invencion. 
1 5 Las siguientes abreviaturas se han utilizado en los ejemplos: 

EDTA: acido etilendiamintetraacetico 
DTT: 1,4-ditiotreitol 
pb: pares de bases 

PBS: tampon fosfato salino {phosphate-buffered saline) 
RT-PCR: reaccion de cadena de la polimerasa transcriptasa inversa 
{reverse transcriptase polymerase chain reaction) 
dN IP: desoxirribonucleosidos trifosfato 
ADN: acido desoxirribonudeico 
ARN: addo ribonudeico 
MTT: azul de tiazolio 

TBS: tamp6n Tris salino {Tris-buffered saline) 
ATP: adenosil trifosfato 
DMSO: dimetilsulfoxido 
SFB: suero fetal bovino 
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Ejemplo 1: Inhibicion de la activacion del NF-kB inducida por TNF-a en 
HUVEC. 

A. CULIWO CELULAR 

5 

Las celulas endoteliales de vena de cordon umbilical humano (HUVEC) 
fueron obtenidas por el procedimiento de Dejana y cols. (/. Cell Biol 1987, 
104(5), 1403-1411), mediante el tratamiento del cordon umbilical con 0,2% de 
colagenasa P de CMstolyticum (Boehringer Manheim GmbH, Manheim, 
10 Alemaiua) durante 20 minutos a 37*C. Posteriormente, se cultivaron las 
celulas en el medio M199 (Flow Lab, Herts, U.K.) con 100 U/ml de penicilina, 

100 Jig/ml de estreptomicina, 2,5 |xg/ml de anfotericina B y 20% de suero fetal 

bovino. El cultivo inicial fue realizado en frascos de 25 cm^ de pMstico. Despues 
de 24 horas se lavaron las celulas para extraer aqueUas celulas no adheridas a la 
15 superficie del frasco. A continuacion se anadio el mismo medio de cultivo 

recor\stituido con 10% de suero fetal bovino, 50 M-g/ml de factor suplementario 

de crecimiento endotelial y 100 p-g/ml de heparina. Despues de 5-7 dias de 
cultivo, las celxilas llegaron a la confluencia y fueron despegadas de la 
superficie del frasco con 0,05% de tripsina y 0,02% de EDTA (Flow Lab). La 
2 0 reaccion fue inhibida con la adicion de suero fetal bovino y posteriormente las 
celulas se lavaron y resembraron en medio de cultivo. Las c61ulas crecieron 
hasta la confluenda en frascos cubiertos con gelatina. Las celulas. usadas en los 
experimentos pertenecian a los estadios 2-7, 

25 B. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS HUVEC CON TNF-a Y ENSAYO DE 

MODIHCAaON DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA 
(ELECTROPHORETIC MOBnJTY SHIFT ASSAY, EMSA). 



En este experimento, las celulas HUVEC fueron preincubadas con 
3 0 Triflusal y HTB, a concentraciones en ambos casos de 2 y 4 mM. Posteriormente 

estas celulas fueron estimuladas con 100 U/ml de TNF-a (Genzyme 



wo 99/61030 PCT/ES99/00154 . 

19 

Diagnostics, Cambridge, MA USA) durcuite 90 minutos. A continuacion; las 
celulas HUVEC fueron lavadas en tampon de lisis hipotonico frio (10 m M 
tampon HEPES-KOH, pH 7,9, 10 mM KCl, 1^ mM MgCls, 0,5 mM DTT (1,4- 

ditiotreitol), 0,5 mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo, 5 P-g/ml aprotinina, 5 

5 fig/ml leupeptina y 0,6% Nonidet P-40) y mantenidas en hielo durante 10 
minutos. Posteriormente, se aplico ima fuerte agitaci6n con vortex durante 10 
segundos. Las celulas no lisadas se eliminaron por centrifugacion a 1000 x g 
durante 10 minutos. Los nucleos se aislaron por centrifugaci6n a 15000 x g 
durante 1 minuto en una microcentrifuga. El pellet nuclear se resuspendio en 
10 un tamp6n de extracci6n altamente salino (25% glicerol y 0,5 M KCl). El 
extracto nuclear se obtuvo mediante tma centrifugacion durante 30 minutos a 
105000 X g en una ultracentrifuga Optima Tl (Beckmann) usando un rotor TLA 
100.2. Un oligonucle6tido de 22 pb de doble cadena que contenia secuencias de 

NF-kB fue usado como sonda. Esta sonda fue marcada en su extremo terminal 
15 con (y-^^)ATP mediante el enzima T4 polinucle6tido quinasa y purificada por 

minicolumna de cromatografia. La secuencia kB utilizada fue, 5'- 
AGTTCAGGGGAATITCCCAGGC-S' y su complementario 5'- 
GCCTGGGAAAlTCCCCTGAACT-3'. 10 jig de la protema nuclear purificada 
fueron incubados durante 20 minutos en hielo con la sonda marcada 
20 radiactivamente (2-6 x 10* cpm) en 25 jil de tampon de reacci6n compuesto por 
2 Jig de poli(dl-dC), 10 mM Tris HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM 

DTT, 8% FicoU y 4% glicerol. Los complejos nucleoprotein-oligonucle6tido 
fueron resueltos por electrofbresis en im gel de poliacrilamida no 
desnaturalizante en tamp6n Tris-borato/EDTA durante 3 horas a 175 V y a 4''C. 
25 El gel fue secado y autorradiografiado con una pantalla intensificadora a -80°C y 
de 2 a 12 horas. La especifiddad del complejo ADN(sonda)-protema fue 
confirmada por la competici6n de la sonda marcada con ^P con un exceso 300 
veces superior de sonda no marcada, con lo cual no se observo presencia de 
sonda marcada en el complejo ADN-proteina (datos no mostrados). La muestra 
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senalada como control corresponde a c^lulas incubadas durante 90 minutos en 
ausencia de TNF-a. , 

C. RESULTADOS 

5 

Los resultados de este experimento se muestran en la figura 1. Tanto 
triflvisal como HTB inhiben de forma concentracion-dependiente la activacion 

de NF-kB inducida por TNF-a en HUVEC. 

10 Ejemplo 2: Inhibicion de la activacion del NF-kB inducida por 
inmunocomplejos (IC) en macrofagos de rata. 

* 

A. AISLAMIENTO Y CULTTVO DE MACROFAGOS PERTTONEALES DE 
RATA 

Se extrajeron celulias de la cavidad peritoneal de rata y se resuspendieron en 
medio de cultivo DMEM sin suero al que se habia anadido previamente 100 
U/ml de penicilina, 100 ^ig/ml de estreptomicina, 50 \ig/nd de gentamicina, 2 
mM de glutamina y 0,5 mM de L-arginina. Las celulas se incubaron 2 horas en 

20 placas de cultivo a 37*C y aquellas que no se adhirieron a las placas se 
eliminaron mediante tres lavados consecutivos con el mismo medio fresco. 
Mas del 95% de las celulas adheridas a la placa resultaron ser macrofagos, como 
se comprob6 por su capaddad para fagodtar particulas de zimosan y marcaje no 
espedfico de esterasa. Los macrofagos se mantuvieron a S?"" C en ima atmosfera 

25 de 5% CO2 y dos horas despues se eliminaron las celulas en suspension y los 
macrofagos peritoneales adheridos a la placa se incubaron con 100 |ig/ml de 
Inmunocomplejos IgG/ovoalbumina preparados a partir de antisuero de 
conejo durante dos horas en presenda o ausenda (vehiculo) de triflusal o HTB 
(4 mM, ambos) . 

B. ENSAYO DE LA MODIHCACION DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA 
(EMSA). 



1 
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Una vez terminada la incubacion los macrofagos se lavaron dos veces 
con PBS y se determino el grado de activacion (union al ADN) del factor de 

transcripci6n NF-kB mediante la t^cnica de EMS A, descrita detalladamente en 
5 el Ejemplo 1. 

C. RESULTADOS 

En la figiira 2 se muestran los resultados obtenidos con triflusal y HTB 
10 en este experimento. Se muestra un ejemplo representativo de los obtenidos 
en dos experimentos independientes. Tanto el triflusal como el HTB inhiben 

de forma pronimciada la activaci6n del NF-kB inducida por inmunocomplejos 
en macrofagos de rata. 

15 Ejemplo 3: Inhibicion de la activacion del NF-kB inducida por lipopolisacarido 

bacteriano (LPS) e n o^lulas mononucleares de sangre periferica Humana 
(peripheral blood mononuclear cells, PBMC) 

A. AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES 
20 HUMANAS. 

Las celulas mononucleares (PBMC) fueron obtenidas a partir de sangre 
de volimtarios sanos del Hospital de Sant Pau (Barcelona) que no habian 
ingerido ningun tipo de farmaco antinflamatorio durante im periodo no 

25 inferior a las dos semanas previas a la extracdon. Se partio de im volumen 
aproximado de 80 ml de sangre humana hepariiuzada (10 U/ml) que se diluy6 
(1:1) con PBS (pH 7,4; Dulbecco) sin caldo, ni magnesio ni bicarbonato sodico. 

En tubos Falcon de 50 ml se pipetearon 15 ml de ima soludon de Ficoll 
(d=l,077 a 20*^0; Biochrom KG). Sobre esta solucion se aiiadio cuidadosamente 

30 im volumen aproximado de 25 ml por tubo de la sangre previamente diluida 
con PBS y se centrifugaron a 1200g durante 20 minutos. Las celulas 
mononucleares se concentran en ima interfase blanca entre el plasma y la 
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solucion de FicolL Se extrajo esta interfase con una pipeta Pasteur y se diluyo 
1:1 en PBS. Se centrifuge a 300g durante 10 min. El precipitado resultante se 
resuspendio en 50 ml de PBS y se volvio a centrifugar a 200g durante 10 min, 
con el fin de eliminar la contaminacion por plaqiietas. Por ultimo, el 
5 precipitado de esta centrifugacion se resuspendio en 20 ml de medio de cultivo 
RPMI 1640 (GibcoBRL) con tm 10% de suero fetal bovino. 

Las PBMC aisladas se analizaron mediante una tincion Wright-Giemsa 
estandar para comprobar que mostraban ima morfologia de celulas 
mononucleares normales y determinar los distintos tipos celulares aislados 

10 (una media de 90% de linfocitos y 10% de monocitos). Previamente a los 
distintos tratamientos se analiz6 la viabilidad celular mediante la prueba de 
exclusi6n del azul Tripan. Las celulas se diluyeron a ima concentracion de 2,5 
millones/ml con medio RPMI al 10% de suero fetal bovino y se incubaron 
{37°C, 5% GOj) 1 hora en placas de 6 pocillos (2 ml/pocillo, 5 millones de 

15 PBMC) sin anadir ningun farmaco (control) o anadiendo HTB (1-3 mM). A 
continuadon las celulas se incubaron durante 10 minutos mas en presenda de 
10 Jig/ml de lipopolisacarido de E.coli (LPS, serotipo 026:B6; Sigma). Una vez 
terminada la incubadon, se tomo ima muestra (100 para efectuar un 
recuento celular y controles de viabilidad mediante la capaddad de conversi6n 

20 de la sal soluble de tetra2X)lio, MTT, en el producto insoluble formazan por las 
deshidrogenasas mitocondriales (test de MTT). Se realizaron ademas 
incubadones de las celulas con HTB (3 mM) pero sin anadir LPS. En todos los 
casos la viabilidad fue igual o superior al 95%. 

25 B. ENSAYO DE LA MODIFICAaON DE LA MOVILIDAD ELECTROFORETICA 
(EMSA). 

Una vez terminada la incubacion las PBMC se lavaron dos veces con 
PBS y se determino el grado de activacion (union al ADN) del factor de 

30 transcripdon NF-kB mediante la tecnica de EMSA, descrita detalladamente en 
el Ejemplo 1. 



10 
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C. RESULTADOS 



En la figura 3 se muestran los resultados obtenidos con HTB en este 
experintento. Se muestra iin ejemplo representativo de los obtenidos en dos 
5 experimentos independientes. El HTB inhibe de forma prontinciada la 

activacion del NF-kB inducida por LPS en PBMC humanas. 



Ejemplo 4: Inhibicion de la expresion de VCAM-1 en HUVEC inducida por 
TNF-g 



A. SfNTESIS DE LA PRIMERA CADENA DE ADNc Y PGR DE VCAM-1 



Los cebadores {primers) utilizados para la deteccion del ARNm de 
VCAM-1 por RT-PCR fueron disenados a partir de la secuencia humana del 

15 gen (EMBL/Gen Bank AC: M30257), usando la version 9.1 del programa 
Wisconsin, Genetics Computer Group (GCG), Madison, Wisconsin. Fueron las 
secuencias 5'-TGTCACTGTAAGCTGCAAG-3' y 5'-TTCCAGCCTGGTTAATTC- 
3', correspondientes a los nucleotidos 1090-1108 y 1589-1572 (L. Osbom y cols.. 
Cell 1989, 59(6), 1203-1211). El ARN total de las c^ulas cultivadas es extraido 

20 segun el metodo de isotiocianato de guanidinio (P. Chomczynski y N. Sacchi, 
Anal Biochem, 1987, 162(1), 156-159). La primera cadena de ADNc es sintetizada 
a partir del ARN total mediante una reacdon de transcripcion ijiversa. La 
reaccion se realiza con 0,2 mg/ml de ARN total (precalentado a 68*'C durante 10 

minutos), 2,5 \i\ H^O, 20 U de inhibidor de ARNasa ribonucleica, 4 ^il de 

25 tampon 5 X, 2 |li1 de 0,1 M DTT, 4 ^il de dNTP 2,5 mM, 1 |il de hexanucle6tidos 

0,1 mM y 200 U de transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de 
Moloney. La reacci6n esta realizada a 37*C, durante 60 minutos y con un 

voltmien de 20 ^il. El ADNc de VCAM-1 ha estado amplificado por PCR en una 
reacci6n conteniendo 2 \il de ADN, 10 ^il de HjO, 2,5 \il de tampon 10 X, 0,75 |il 
30 de MgCl2 50 mM, 1,0 \il de dNTP 2,5 mM, 1,25 |il de cada uno de los cebadores 
(sentido y antisentido). y 0,25 |il de Taq ADN polimerasa 5 U/ml. El control 
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negative se realiza con agua, incluyendose en cada tina de las reacciones de 
PCR. Las condiciones de amplificacion han sido: un ciclo inicial de 
desnaturalizacion a 94°C durante 5 minutos, y a Gontinuacion 30 ciclos 
compuestos por: desnaturalizacion a 94 °C durante 30 segundos, union de los 
5 cebadores {annealing) a 59 °C durante 30 segundos, y extension a 72 °C durante 
1 minuto; finalmente se realiz6 un ciclo de extensi6n a 72 durante 7 
minutos. La cantidad relativa de cada ADNc amplificado se determina por la 
densidad de las bandas tenidas con bromuro de etidio y analizadas por el 
sistema de documentacion Gel Doc y el software Molecular Analyst de Bio-Rad 

1 0 Laboratories, Hercides, CA. La expresion de p-actina se usa como control para el 
ensayo de la expresion de un gen expresado constitutivamente. 

En concreto, se estudio el efecto de Triflusal (4 mM) y HTB (4 mM) en la 
regulacion de la expresi6n del ARNm de la molecula VCAM-1 inducida por 

TNF-a (100 U/ml) en HUVEC. Asi, las c61ulas fueron incubadas en presenda o 

1 5 atisenda de TNF-a y con Triflusal y HTB. Una hora despues, el ARN total fue 

extraido y sometido a la reaccion de transcripcion inversa. Posterionnente, se 
realiz6 una reacdon de amplificadon por PCR con los cebadores designados 

para las secuendas de las moleculas VCAM-1 y P-actina humana. Los 
productos de PCR fueron separados por electroforesis en tm gel de agarosa al 
20 1,8% y cuantificados posteriormente. El peso molecular de los productos de 
amplificadon fue determinado a partir de la migrad6n electroforetica de los 
marcadores de ADN. 

B. RESULTADOS 

25 

Los resultados obtenidos en este experimento se muestran en la figura 4. 
Tanto triflusal como HTB a una concentracion 4 mM producen ima inhibicion 

completa de la expresion del ARNm de VCAM-1 indudda por TNF-a en 

HUVEC. La falta de actividad sobre la expresion del ARNm de P-actina 
30 evidencia la selectividad de los compuestos ensayados por el factor de 
transcripcion NF-kB. 
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Ejemplo 5: Inhibicion de la expresion de iNOS en macrofagos peritoneales de 
rata inducidos por inmunocomplejos. 

5 A. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE NO POR MACROFAGOS 
PERITONEALES DE RATA, 

Se obtuvieron celulas peritoneales de rata que se resuspendieron en u n 
medio de ctiltivo DMEM sin suero y suplementado con antibioticos. Los 

1 0 macr6fagos se aislaron por su capacidad para adherirse a las placas de cultivo 
tras 2 horas de incubacion a 37° C. Las celulas no adherentes se descartaron y se 
comprobd por su capacidad para fagodtar particulas de zimosan y marcaje no 
especifico de esterasa que el 95% de las celulas adheridas eran macr6fagos. Las 
placas de cultivo se mantuvieron a 37° C en una atmosfera de 5% COj , los 

15 macrofagos peritoneales adheridos a la placa se incubaron con 100 |xg/ml de 
inmunocomplejos de IgG/ovoalbumina en presencia o ausencia (Control) de 
triflusal o HTB (0,1-20 mM, ambos), Los farmacos se anadieron 10 minutos 
antes de la adidon de IgG/ovoalbumina y la producdon de NO se determin6 
como el nitrito presente al cabo de 24 horas. 

20 

B. DETERMINAQON DEL NO Y NITRITO. 

La expresi6n de iNOS se midi6 de forma indirecta como producdon de 
NO. El NO liberado por los cultivos de macrofagos se determin6 

2 5 indirectamente mediante la aomiulacion de nitritos. A im mililitro de 
cultivo celular (0,5 millones de celxilas en medio sin rojo fenol) se le anadio 
100 ^1 de xma soludon de 1 mM de addo sulfanflico y 100 mM HQ 
(concentracion final). Tras incubar la mezda durante cinco minutos, se aspiro 
el medio y se centrifuge en tma microcentrifuga de eppendorf . Se anadieron 50 

30 ^1 de naftilendiamina (1 mM en la mezda) y despues de 15 minutos de 
reaccidn se midio la absorbanda de la muestra a 548 nm comparandola con un 
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patron de NaNOj- La produccion de NO se expreso como nmoles de NOj /mg 
de proteina. 

C. RESULTADOS 

5 

Los resultados obteiudos en este experimento se muestran en la figura 
5 A para el HTB y en la figura 5B para el triflusal. Los puntos representan la 
media ± error estandar (EE) de 7 a 9 experimentos por duplicado. Las Cl^ 
calculadas para el triflusal y el HTB a partir de las graficas correspondientes 
1 0 fueron 1,13 ± 0,12 y 1,84 ± 0,34 mM, respectivamente. 

Resultados similares se obtuvieron al incubar ios macr6fagos con LPS en lugar 
de inmunocomplejos. 

15 Ejemplo 6: Inhibicion de la expresion de COX-2 inducida por lipopolisacdrido 
bacteriano (LPS) en celulas mononucleares de sangre perif^rica hum ana 
(peripheral blood mononuclear cells. PBMQ. 

A. AISLAMIENTO Y CULTTVO DE CELULAS MONONUCLEARES 
20 HUMANAS. 

Las celulas mononucleares (PBMC) fueron obtenidas a partir de Scingre 
de voluntarios sanos del Hospital de Sant Pau (Barcelona) que no habian 
ingerido ningun tipo de farmaco antiinflamatorio dturante un periodo no 

25 inferior a las dos semanas previas a la extracdon. Se partio de xm volumen 
aproximado de 80 ml de sangre humana heparinizada (10 U/ ml) que se diluy6 
(1:1) con PBS (pH 7,4; Dulbecco) sin caldo, ni magnesio ru bicarbonate s6dico. 

En tubos Falcon de 50 ml se pipetearon 15 ml de tma solucion de FicoU 
(d=l,077 a 20**C; Biochrom KG). Sobre esta solucion se anadio cuidadosamente 

30 un volumen aproximado de 25 ml por tubo de la sangre previamente diluida 
con PBS y se centrifugaron a 1200g durante 20 minutos. Las celulas 
mononucleares se concentran en ima inter fase blanca entre el plasma y la 
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solucion de FicoU. Se extrajo esta interfase con una pipeta Pasteur y se diluy6 
1:1 en PBS. Se centrifugo a 300g, 10 min. El precipitado resultante se 
resuspendio en 50 ml de PBS y se volvi6 a centrifugar a 200g durante 10 min, 
con el fin de eliminar la contaminacion por plaquetas. For ultimo, el 
5 precipitado de esta centrifugacion se resuspendi6 en 20 ml de medio de cultivo 
RPMI 1640 (GibcpBRL) con tm 10% de suero fetal bovino. 

Las PBMC aisladas se analizaron mediante ima tincion Wright-Giemsa 
estandar para comprobar que mostraban una morfologia de celtilas 
mononucleares normales y determinar los distintos tipos celulares aislados 

10 (tma media de 90% de linfodtos y 10% de monocitos). Las celulas se diluyeron 
a ima concentracion de 2^ millones /ml con medio RPMI al 10% de suero fetal 
bovino y se incubaron (37**C, 5% COj) 19 horas en placas de 6 pocillos (2 
I ml/pociUo, 5 millones de PBMC) . Las incubaciones se realizaron en presencia 
de 10 Jig/ml de lipopolisacarido de E.coli (LPS, serotipo 026:B6; Sigma) sin 

1 5 anadir ningiin farmaco (control) o cinadiendo ademas Triflusal o HTB (0,1-5 
mM). Previamente a la incubacion se realizaron pmebas de viabiUdad celular 
mediante la prueba de exclusion del azul Tripan. Una vez terminada la 
incubacion, se tomo ima muestra (100 ^l) para efectuar un recuento celular y 
controles de viabilidad mediante la capaddad de conversion de la sal soluble de 

20 tetrazolio. Mil', en el producto insoluble formazan por las deshidrogenasas 
mitocondriales (test de MTT). Se realizaron ademas incubadones de las celulas 
con HTB y Triflusal a iguales concentradones pero sin anadir LPS. En todos los 
casos la viabilidad fue igual o superior al 95% tanto al prindpio del 
experimento como al cabo de 19 horas de incubadon. 

25 

B. ENSAYOS DE JNMUNOBLOT 

Una vez terminada la incubad6n, las celulas se centrifugaron 5 min a 
lOOOg . El sobrenadante se guardo a -70°C para la determinacion de niveles de 
30 prostaglandina Ej como indice de la actividad COX-2, y el precipitado se 
resuspendio en 5 ml de PBS y se volvio a centrifugar (5 min, lOOOg). El 
precipitado de esta ultima centrifugacion se resuspendio en 50 \il de tampon de 
lisis celular (PBS con 1% de Nonidet P-40 y 1 mM de EDTA) y se incubo en 
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hielo 15 minutos. La mezcla resultante se centrifugo a 20000g 15 min y se 
recupero el sobrenadante, del cual se extrajeron 5 jil que se diluyeron 1/20 con 
PBS para la detenninacion de la concentracion de proteina, mediante el 
Reactivo de Ensayo de Proteinas BCA (Pierce). 
5 El sobrenadante restante fue entonces mezclado 1:1 con tampon de carga 

de electroforesis (Tris 50 mM; SDS 2% w/v; glicerol 10% v/v; P- 

mercaptoetanol, 50 ^l/ml y azul de bromofenol, 2 mg/nil) y hervido durante 5 
min. Las muestras fueron centrifugadas a lOOOOg, 2 min y posteriormente 
sometidas a una electroforesis discontinua en SDS-Poliacrilamida (4% gel 

10 c6ncentrador/7^7o gel separador) a tma intensidad variable y im voltaje fijo 
de 200 V, hasta que el frente se acerca a vmos milimetros del final del gel (1 
hora, aproximadamente). 

Las protemas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, 
mediante tm sistema refrigerado TE 22 Mighty Small Transfer Unit (Hoefer), a 

15 un voltaje de 100 V durante 2 horas. Una vez finalizada la transferencia, las 
membranas se dejaron toda la noche en agitacion a 4*^C en tampon de bloqueo 
(1:4 leche en polvo descremada en TBS con Tween 20 al 0,1%). 

Las membranais bloqueadas se incubaron 1 hora en agitacion con un 
anticuerpo policlonal de cabra contra COX-2 htimana (Santa Cruz 

20 Biotechnology, Inc.) y tma vez lavadas se incubaron 1 hora mas con un 
segundo anticuerpo marcado con peroxidasa de rabano (Rabbit Anti-goat IgG- 
Horseradish Peroxidase, Immunopure, Pierce) y el anticuerpo unido a la 
protema se visualiz6 mediante quimiolumiiuscencia (ECL, Amershan). 

Posteriormente, los sobrenadantes de cada experimento que se habian 

25 conservado a -TO^^C, se descongelaron y se valor6 la cantidad de PGEj en 
soluci6n. Para ello se utilizaron kits de ELISA especificos (Amershan-Biotrak 
RPN22). 

C. RESULTADOS 

30 

En la figura 6 se muestran los residtados obtenidos en este experimento. 
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Los resultados mostrados corresponden a dos inmunoblots representativos de 
los obtenidos en cinco experimentos independientes (Fig. 6A: triflusal; Fig. 6B: 
HTB) y a la media ± EE de la cuantificadon de PGEj en los sobrenadantes de los 
cultivos correspondientes a dichos experimentos (Fig, 6C: triflusal; Fig. 6D: 
5 HTB). Tanto el triflusal como el HTB inhiben de forma concentracion- 
dependiente la expresion de COX-2 y la produccion de PGEj^ 

Ejemplo 7: inhibici6n de la expresi6n de COX-2 en celulas de exudado 
inflamatorio en la rata 

10 

A. METODOLOGIA GENERAL 

Para Uevar a cabo este estudio se han utilizado ratas Lewis (175-200 g). 
Las ratas se distribuyeron al azar en grupos de 5 animales. A cada grupo se les 

15 produjo ua "saco de aire" ("air pouch") por la inyecci6n subcutanea e 
interescapular de 20 ml de aire esteril. Para mantener el saco de aire, cada dos 
dias se les administrd 10 ml de aire adicional. Transairridos 7 dias de la 
inyecci6n inicial de aire, a cada grupo se le administro en el saco de aire, 2ml 
de ima soluci6n de carragenina al 1 % para prbdudr la reacdon inflamatoria. El 

20 compuesto a ensayar se administra por via oral 30 min. antes de la 
administraci6n de carragenina. Los animales se sacrificaron 6 horas mas tarde y 
se procedio a valorar el volumen de exudado. El tipo y numero de celulas se 
determino con una tindon estandar de Wright-Giemsa y un contador de 
c^lxilas Coulter Coimter, respectivamente. El exudado fue centrifugado a 400 x g 

25 a 4 durante 7 min y la concentradon de PGEj se determin6 mediante una 
tecnica de ervzima-iiununoensayo (Amershan-Biotrak RPN222). El sedimento 
celular se resuspendio en 2 ml de NaCl 0,85% frio. Para eliminar la 
contaminadon con globulos rojos las celulas fueron sometidas a una lisis 
celular selectiva mediante la adidon de 6 ml de agua fria durante 20 segundos. 

30 Para restablecer la isotonla de la suspension celtdar se adicionaron 2 ml de 
NaCl 3,5%. Finalmente, la suspensi6n celular se centrifugo en las mismas 
condiciones descritas anteriormente y el sedimento se resuspendio en tampon 
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de lisis a una densidad de 2x10® celulas para realizar los estudioa de 
inmunoblot (ver Ejemplo 6). 

B. RESULTADOS 

5 

Los resultados se muestran en la figura 7. La Fig. 7A corresponde a un 
iiuntinoblot representative y la Fig. 7B muestra la media ± EE de la 
cuantificad6n de FGEj en el exudado de rata (n=4)- La administracion oral de 
trifltisal (3-30 mg/kg) inhibe de forma dosis-dependiente la expresion de la 
1 0 COX-2 en las celulas presentes en el exudado y la producdon de FGE^. 

Ejemplo 8: Inhibidon de la expresi6n de la protema quimiotactica de 

monocitos-1 fmonoq^te chemotactic protein-1: MCP-1^ indudda por 

inmunocomplejos en la linea mo nodtica humana THP-1. 

15 

A. CULTIVO CELULAR Y DETERMINAa6N DE NIVELES DE MCP-1 

Las celulas de la linea monodtica humana THP-1 (3x10^ celulas/pozo) 
se cultivaron en placas de plastico con medio de cultivo RPMI 1640 al que se 

20 anadi6 penidlina (100 U/ml), estreptomidna (100 \ig/ml), gentamidna (50 

)i.g/ml), glutamina (2 mM) y un 2% de suero fetal bovino inactivado por calor. 
Las c61ulas se cultivaron en presenda de HTB (2 y 4 mM) o vehiculo y se 
activaron con 100 ^ig/ml de agregado de inmunocomplejo (A-IgG). La aparidon 
de MCP-1 soluble se determin6 mediante ELISA con un kit comerdal (R&D 
25 Systems Inc.; Minneapolis^MN). El limite de detecdon del sistema fue de 5 
pg/ml. 

B. RESULTADOS 

30 Los resultados obtenidos en esta prueba se muestran en la figura 8. El 

HTB, tanto a vma concentradon de 4 mM como de 2 mM, produce una 
inhibicion completa de la expresion de MCP-1 inducida por inmunocomplejos ' 
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enTHP-1. 

Ejemplo 9: IiJiibicion de la expresidn de TNF-a inducida por lipopolisacarido 

bacteriano (LFS) en oelulas mononucleares de sangre periferica humana 
5 (PBMC). 

* 

A. AISLAMDENTO Y CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES 
HUMANAS. 

1 0 Las c^lulas mononucleares (PBMC) fueron obtenidas a partir de sangre 

de voluntarios sanos del Hospital de Sant Pau (Barcelona) segun el protocolo 
descrito en el ejemplo 3. Las celtdas se diluyeron a ima concentracion de 2 
millones/ml con medio RPMI al 10% de suero fetal bovino ^ se incubaron 
(37°C, 5% CO2) con triflusal, HTB o vehiculo (DMSO) en presenda de 10 ^ig/ml 

15 de lipopolisacarido de Exoli (LPS, serotipo 026:B6; Sigma) durante 19 horas. 
Seguidamente la suspension celular se cehtrifug6 a 2000 g durante 10 minutos 

a 4^, y el sobrenadante resultante se almaceno a -70X para su posterior 

analisis. El contenido de citocina se determine mediante inmunoensayo 
enzimatico, tras diludon 1/100 de las muestras. 

20 

B. RESULTADOS 

En la figura 9 se muestran los resultados obtenidos con triflusal y HTB 
en este experimento. Tanto triflusal como HTB (1 y 0^ mM) producen una 

25 inhibid6n practicamente completa de la sfntesis de TNF-a indudda por LPS. 

Los resultados se expresan como la media ± error estandar de 2-5 experimentos 
independientes, cada pimto por triplicado. 

Ejemplo 10: Inhibicion de la activadon de NF-kB en celulas gliales de ratas 
30 post-natales de la estirpe Long Evans black-hooded. 
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A. METODOLOGiA GENERAL 

El estudio se realiz6 en ratas postnatales (P9) de la estirpe Long Evans 
black-hooded. Cada grupo experimental lo constituyeron 6 animales que 
5 sufrieron una lesi6n experimental, mas dps animales controles de la misma 
edad. La lesi6n experimental se realiz6 mediante la inyeccion intracortical (area 
sensitomotora) de N-metil-E>-aspartato (NMD A), lo que provoca ima intensa 
degeneracion neuronal local. El triflusal (30 mg/kg) se administro por via oral 
en tres dosis (desde el dla 7 al 9) cada 24 horas. La reactividad glial se indujo por 
10 la inyeccion de NMD A al noveno dia tras el nacimiento, una hora despues de 
la ultima dosis de triflusal. A distintas horas (2-24h) tras esta ultima dosis, los 
animales se sacrificaron, se extrajeron los cerebros y se cortaron mediante un 
criostato y estas secciones se procesaron mediante tecnicas inmxmocitoquimicas 

e histoquimicas para evaluar la activacion de NF-kB en microglia y astroglia 

15 mediante doble marcaje: NF-KB-lectina y NF-kB-GFPA. Paralelamente se 
realizaron cortes vibrat6micos para determinar el grado de reactividad 
microglial y astroglial mediante tecnicas histioenzimaticas (B. Castellano y 
cols., }.Histochem. Cytochem. , 1991, 39(5), 561-568). 

20 B. RESULTADOS 

En los emimales control, las neuronas corticales, pero no las c^lidas 
gliales, mostraron ima activacion constitutiva de NF-kB, Esta activacidn basal 
es inhibida con el pretratamiento con triflusal. En aquellos animales a los que 
25 se les practic6 ima lesion exdtotoxica con NMDA se produjo una rapida 

activacion de NF-kB en las celulas gliales. El pretratamiento con triflusal a 30 

mg/kg p.p. inhibe por completo la activacion de NF-kB, tanto en astroglia 
como en microglia. 
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Ejemplo 11: Prevend6n por triflusal de la muer te neuron al indudda en 
cocultivos de neuronas y astrodtos por deprivadon de oxigeno/glucosa 
(oxygen /glucose deprivation. OGD) 

5 A. METODOLOGIA GENERAL 

Para realizar este estudio se ha utilizado vox modelo de isquemia 
neuronal in vitro, basado en cocultivos de neuronas y c61ulas gliales. Se 
realizaron cultivos primarios de astrocitos de tipo 1 obtenidos a partir de ratas 

10 Wistar reden naddas (1 dia). Los astrodtos se sembraron en placas de 60 mm, 
recubiertas con poli-D-lisina. Una vez que estas celulas alcanzaron la 
confluenda (aproximadamente 11 dias) se sembro sobre ellas neuronas 
primarias de ratas y se dejaron crecer durante 10 dias. Ademas, se prepararon 
cultivos de cada imo de los dos tipos celulares por separado. 

15 A la mitad de los casos se los sometio a cuatro horas de deprivacion de 

glucosa y oxigeno (OGD), seguido por un periodo de 24 horas de recuperacion. 
Tanto las celulas sometidas a OGD como las controles se trataron al inicio de la 

OGD con 0, 10 y 30 ^ig/ml de triflusal en un grupo de experimentos y 0, 20 y 100 

[ig/ml de HTB en otro. Al finalizar las 24 horas de recuperadon, se determine 

20 la liberadon al medio de lactato deshidrogenasa (LDH) como medida de la 
muerte celtdar, el grado de apoptosis de los cultivos (mediante la tecnica de 
TUNEL) y el mimero total de neuronas y astrodtos presentes en el cocultivo 
(mediante la tind6n de Hoescht). 

25 B. RESULTADOS 

En los cultivos sometidos a OGD se observo tanto un fuerte increment© 
en la liberadon de LDH como en el mimero de neiu-onas apoptoticas, 
comparados con los controles. Las distintas concentraciones de triflusal o HTB 
3 0 probadas en este estudio inhibieron por completo ambos efectos. Por lo tanto, 
en este modelo tanto triflusal como su metabolito HTB pueden evitar la 



5 
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apoptosis y degeneracion neuronal provocada por la deprivacion de oxigeno y 
glucosa. 

Ejemplo 12: Inhibicion de la artritis inducida por adyuvante en la rata 
A. INDUCCI6N DE LA ARTRmS 



La artritis inducida por adyuvante se caracteriza por eL desarrollo, a 
partir del dia 14 de la inyeccion del adyuvante, de una inflamaci6n cronica de 

10 origen inmunologico en diversas articulaciones, con acumulaci6n de celulas 
inflamatorias y liberaddn de dtocinas. 

Para llevar a cabo este estudio se han utilizado ratas Lewis macho, de 
peso comprendido entre 100 y 150 g. Antes de inidar el estudio se sometieron a 
un periodo de aclimatacion de al menos , 5 dias. Los animales se mantuvieron 

15 en ayunas durante las 18 horas previas a su utilizadon, con agua ad libitum. 

Durante el tiempo que duro el estudio se permitio el libre acceso de los 
animales al agua de bebida, excepto en los periodos de observad6n. 

Se randomizaron diferentes lotes de 5 animales (Blanco, Control y 
Triflusal). La duraci6n de este protocolo fue de 28 dias. El dia 1 del estudio se 

20 indujo la artritis por la administrad6n subplantar de 0,1 ml de ima emulsi6n 
formada por 10 mg de M. butyricum y 10 ml de adyuvante de Freund 
incompleto (Difco) en la pata derecha trasera de los animales en los lotes 
Control y Triflusal. A los animales Blancos se les administr6 0,1 ml de 
ad)aivante de Freimd incompleto. El triflusal se administr6 diariamente desde 

25 el dia 1 del estudio a xma dosis de 10 mg/kg p.o. en Tween 80 (1%). El dia 28 del 
desarroUo de la artritis se valor6 el volumen de la pata contralateral a la de la 
inyecddn del ad3mvante de los animales con im plestim6metro UGO BASILE 
7150. La uihibicion del incremento del volumen se calculo de la siguiente 
forma: 



30 



% Inh. = 100 - ((T-B)/(C-B)) * 100 
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Donde: T = grupo Triflusal; C = grupo Control; y B = grupo Blanco 
B. RESULTADOS 

5 La administradon oral de triflusal durante 28 dias a la dosis de 10 mg/kg 

inhibi6 un 634±8,0 % el incremento de volumen de origen inmunologico 
inducido por M. butyricum y adyuvante en los animales controles. 

Ejemplo 13: Estudio de la viabilidad de diferentes Imeas celulares despues de la 
10 administradon deHTB. 

A. METODOLOGIA GENERAL 

Diferentes Hneas celulares obtenidas de American Type Culture 
1 5 Collection (ATCC) fueron mantenidas en ctiltivo a 37^C y en xma atm6sfera al 
5% de COj. Cada Irnea celular credo en tm medio de cultivo adecuado y dentro 
de la fase exponendal (Tabla I). 

Tabla I 

20 



LINEA CELULAR 


MEDIO CREOMIENTO 


U-937 

(linfoma histiocftico humano) 


RPMI 1640 + 10% SFB 


143.98.2 
(osteosarcoma humano) 


DMEM + 10% SFB 


1321N1 
(astrocitoma humano) 


DMEM + 5% SFB + 0^% Penicilina- 

Estreptomicina 
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Jurkat 

(leucemia aguda de celvilas T hvimana) 


RPMI 1640 + 10% SFB 


COLO 205 
(adenocarcinoma de colon humano) 


RPMI 1640 + 10% SFB 



Para realizar los estudios de viabilid'ad celular se utilizaron placas de 24 
5 pozos donde se incubaron 0^x10* celiilas/ml (para estudios de 24 horas), 
0^x10^ celulas /ml (para estudios de 48 horas) o 0,125x10^ celulas/ml (para 
estudios de 72 horas). A continuacion se anadio diferentes concentraciones de 
HTB (1-3 mM) y se incubaron las celulas durante diferentes periodbs de tiempo 
{37^C, 5% COj). Una vez terminada la incubacion, se extrajo el sobrenadante de 
1 0 cada podllo, y se lavaron las celulas con medio de cultivo isin suero fetal 

bo vino. Seguidamente, se extrajo el sobrenadante y se anadieron 200 jj.1 de 
medio de cultivo sin suero fetal bovino en cada pozo, Tambien se adicionaron 
20 \il de substrato para medir la viabilidad celular. Este metodo se basa en la 
capaddad que poseen las celulas vivas para transformar el substrato incoloro 
15 en ima substanda coloreada excretada al sobrenadante (EZ4U, Biomedica 
Gmbh.). Despues de incubar las celulas durante 1 hora a 37*C y 5% COj , se 

recogieron 200 |J,1 de sobrenadante y se midio la absorbanda a 450 nm. Tambien 
se midio la absorbanda a 620 nm indicativo del valor inespecifico existente. 

20 B. RESULTADOS 

Los resultados de la medidon de la viabilidad se muestran en la Tabla H. 
La incubadon con HTB lleva a la muerte celular de las diferentes Irneas 
tumorales ensayadas. Esta muerte celular se produce de una forma 
25 concentrad6n y tiempo dependientes. 
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Tabla n.- Porcentaje de viabilidad celular. 



U-937 


0 horas 


2 horas 


5 horas 


24 horas 


48 horas 


72 horas 


ImMHTB 


100 


100 


98,8 


74,4 


39,6 


4,8 


SmMHTB 


100 


96,1 


92,6 


13,9 


7,5 


N.D. 




JURKAT 


0 horas 


2 horas 


5 horas 


24 horas 


48 horas 


72 horas 


ImMHTB 


100 


100 


76,8 


11,3 


3,6 


1,6 


3mM HTB 


100 


100 


62,6 


6,2 


5,4 


N.D. 




1321N1 


0 horas 


2 horas 


5 horas 


24 horas 


48 horas 


72 horas 


1 mM HTB 


100 


99,7 


94,2 


87,5 


67,6 


N.D. 


3mM HTB 


100 


853 


67,2 


62,2 


17,8 


N.D. 




COLO 205 


0 horas 


2 horas 


5 horas 


24 horas 


48 horas 


72 horas 


1 mM HTB 


100 


100 


87,2 


84,8 


37,4 


7,6 


3mMHTB 


100 


94,5 


69,2 


39,6 


14,3 


N.D. 




143.98.2 


0 horas 


2 horas 


5 horas 


24 horas 


48 horas 


72 horas 


ImMHTB 


100 


100 


100 


93,9 


83,2 


50,4 


3mMHTB 


100 


98,1 


82,7 


52,2 


16,1 


N.D. 



N.D.: no determinado 



Los resixltados de los ensayos descritos en los ejemplos 1, 2 y 3 
demuestran que el triflusal y el HTB inhiben la activacion del factor de 

transcripcion NF-kB. Se demuestra tambien que esta inhibicion es 
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'I 

independiente del agente inductor y del tipo de c^ltda. Estos resultados 
demuestran la utilidad de triflusal y HTB en el tratamiento o prevencion de 

aquellas patologias en las que el NF-kB se halle implicado. 

Los resultados del ejemplo 4 demuestran que el triflusal y el HTB 
5 irJiiben la expresion de VCAM-1. Se ha descrito que el gen de VCAM-1 tiene 

pxmtos de xinion al NF-kB (C. Weber y cols., Arterioscler, Thromb, 1994, 14(10), 

1665-1673). Se ha demostrado que moleculas de adhesion como VCAM-1 estan 
implicadas en patologias como la aterosclerosis (K.D. O'Brien y cols., /. Clin, 
Invest. 1993, 92, 945-951), artritis reumatoidea, lupus, esclerosis multiple, 
10 enfermedad inflamatoria intestirial, asma, rinitis al^rgica y metastasis de 

timxores. Al inhibir la activacion del factor NF-kB y la expresion de VCAM-1, 

tanto el triflusal como el HTB podrian ser de especial utilidad en el tratamiento 
o prevencion de las enfermedades mediadas por VCAM-1 como todas las arriba 
mencionadas y muy especialmente la aterosclerosis. 
15 En el ejemplo 5 se demuestra que triflusal y HTB inhiben tambien la 

expresi6n de iNOS, que esta regulada a nivel transcripdonal, al menos en 

parte, por el NF-kB (U. Forstermann y cols., Biochem. PharmacoL 1995, 50(9), 

1321-1332). Se ha demostrado que la iNOS estS implicada en patologias como 
inflamadon, shock septico, enfermedad inflamatoria intestinal y enfermedades 
20 neurodegenerativas como demencia y enfermedad de Parkinson (J. E. Ogden y 
FX Moore, Trends Biotechnol. 1995, 13(2), 70-78). Al inhibir la activadon del 

factor NF-kB y la expresion de iNOS, el triflusal y el HTB podrian ser de 

espedal utilidad en el tratamiento o prevencion de las enfermedades mediadas 
por la iNOS y en espedal inflamacion, shock septico, enfermedad inflamatoria 
25 intestinal y enfermedades neurodegenerativas como demencia y enfermedad 
de Parkinson. 

Los resultados de los ejemplos 6 y 7 demuestran que el triflusal y HTB 
inhiben la expresion de la COX-2 tanto in vitro como in vivo. Se ha descrito 

que el gen que codifica la COX-2 tiene puntos de union al NF-kB (S.B, Appleby 
30 y cols., Biochem. /. 1994, 302, 723-727). Se ha relacionado la COX-2 con 
patologias como artritis reumatoidea y otras enfermedades de tipo artritico. 
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artrosis, parto prematuro, demencia, especialmente la enfermedad -de 
Alzheimer (T.A. Sandson y O. Felidan, Exp. Opin. Invest Drugs 1998, 7(4), 519- 
526) y c^cer (M. Oshima y cols.. Cell 1996, 87(5), 803-809; K. Subbaramaiah y 
cols.. Cancer Res. 1996, 56(19), 4424-4429), Al inhibir la activacion del factor NF- 

5 kB y la expresion de la COX-2, el triflusal y el HTB podrian ser de especial 

utilidad en el tratamiento o prevencion de patologias mediadas por la COX-2 y 
tads especialmente artritis reumatoidea y otras enfermedades de tipo artritico, 
artrosis, parto premature, demencia y cancer. 

Los resultados del ejemplo 8 demuestran que el HTB inhibe tambien la 
10 expresion de MCP-1, que esta regulada a nivel transcripdonal, al menos en 

parte, por el NF-kB (T. Martin y cols., Eur. J. Immunol. 1997, 27(5), 1091-1097). 

Se ha descrito que una produccion excesiva o no regulada de MCP-1 esta 
implicada en patologias como glomerulonefritis (B,H. Rovin y cols.. Lab. 
Invest. 1994, 71(4), 536-542), artritis reumatoidea (P.M. Villiger y cols., /. 
15 Immunol. 1992, 149(2), 722-727), fibrosis pulmonar (H.N. Antoniades y cols.. 
Proa. Natl. Acad. Sci. USA 1992, 89(12), 5371-5375), restenosis, asma, psoriasis, 
enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis multiple y rechazo de 
trasplantes, y constituye el factor quimiotactico mas potente detectado en placas 
de ateroma ricas en macrofagos (S. Yla-Herttuala y cols., Proc. Natl. Acad. Sci. 

20 USA 1991, 88(12), 5252-5256). Al inhibir la activacion del factor NF-kB y la 
expresion de MCP-1, el triflusal y el HTB podrian ser de espedal utilidad en el 
tratamiento o prevencion de las enfermedades mediadas por la MCP-1 como 
las arriba mendonadas. 

Los resultados del ejemplo 9 demuestran que triflusal y HTB inhiben 

25 tambien la expresion del TNF-a, que esta regulada a nivel transcripdonal, al 
menos en parte, por el NF-kB (J. Yao y cols, /. Biol Chem, 1997, 272(28), 17795- 
17801). Se ha descrito que ima producdon excesiva o no regulada de TNF-a esta 

* 

impUcada en un amplio abanico de patologias como artritis reumatoidea, 
espondilitis reumatoidea, artritis gotosa y otras enfermedades artriticas, 
30 artrosis, sepsis, shock septico, shock endotoxico, sindrome de shock toxico, 
smdrome del distres respiratorio del adulto, malaria cerebral, enfermedad 
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inflamatoria pulmonar cronica, silicosis, sarcoidosis pulmonar, fibrosis 
ptdmonar, hepatitis, osteoporosis y otras enfennedades relacionadas con la 
resorcion osea, dano por reperfusion, rechazo de trasplantes, esclerosis 
multiple, lupus, fiebre y mialgias debidas a infecciones, caquexia, sindrome de 
5 la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), enfermedad inflamatoria intestinal y 
piresis (L. Sekut y K.M. Connolly, Drug News Perspect. 1996, 9(5), 261-269). Al 

ixxhibir la activacion del factor NF-kB y la expresion de TNF-a, el triflusal y el 

HTB podrian ser de espedal utilidad en el tratamiento o prevencion de las 

enfermedades mediadas por el TNF-a como las arriba mencionadas. 

1 0 Los resultados de los ejemplos 11, 12 y 13 demuestran adicionalmente la 

utilidad del triflusal y HTB para el tratamiento o prevencion de enfermedades 
nemodegenerativas, artritis y cancer, respectivamente. 

Las concentraciones en las que se observan efectos en los experimentos 
descritos en los ejemplos 1 a 13 se alcanzan a las dosis terapeuticas de triflusal 
1 5 empleadas habitualmente en humanos por via oral. 

Sin querer quedar vinculados por lo que aqui se expresa, se cree que la 
inhibicion de la expresion de proteinas como VCAM-1, iNOS, COX-2, MCP-1 y 

TNF-a por parte del triflusal y el HTB esta mediada, al menos en parte, por ima 

inhibici6n de la activacidn del factor de transcripci6n NF-kB. Esto no obstante, 

20 se sabe que la expresion de los g^es que codifican estas proteinas puede ser 
activada por otros agentes. Al haber demostrado que tanto triflusal como HTB 
inhiben la expresion de estos genes (tanto in vitro como in vivo, en el caso de 
la COX-2), ambos productos podrian ser utiles tambien en el tratamiento o 
prevencion de patologias en las que exista una elevada expresion de estos genes 

25 independiente de NF-kB, que forma tambien parte del ambito de la presente 
invenci6n. 
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RETVINDICACIONES 

1.- Uso de un compuesto de f6rmula I 



COOH 




a) 

donde R representa hidrogeno o COCHs, o tina sal farmaceuticameijte 
acq)table o profarmaco del mismo para la manufactura de iin medicamento' 
util para ixihibir la activadon del factor de transcripcion NF-kB. 

2. - Uso de un compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicacion 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento litil para inhibir la expresion 
de genes dependientes y/o regulados al menos en parte a traves del factor de 

transcripcion NF-kB. 

3. - Uso segun la reivindicacion 2 donde el gen es im gen seleccionado de entre 
el gen que codifica la COX-2, iNOS, VCAM-1, MCP-1 o TNF-a. 

4. - Uso de tm compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicaci6n 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de tin medicamento para el tratamiento o 
prevendon de patologias asociadas a la activaci6n del factor de transcripcion 

NF-kB y/o la expresion de genes dependientes de NF-kB. 

5. - Uso segun la reivindicacion 4 donde la patologia es selecdonada de entre 
inflamadon, asma, sindrome del distres respiratorio del adulto, una 
enfermedad . inmunoinflamatoria o autoinmtme, artrosis, shock septico, 
aterosclerosis, cancer, osteoporosis, parto prematuro, rechazo de trasplantes, 
una enfermedad neurodegenerativa e infecciones viricas. 
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6.- Uso de un compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicacion 1 o xina sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de xin medicamento util para inhibir la expresion 
de la COX-2. 

5 7.- Uso de un compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicacion 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de tm medicamento para el tratamiento o 
prevencion de enfermedades mediadas por la COX-2, 

8. - Uso segun la reivindicaci6n 7 donde la enfermedad mediada por la COX-2 
10 es artritis reumatoidea y otras enfermedades de tipo artritico, artrosis, parto 

premature, demencia o cancer. 

9. - Uso de un compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
reivindicacion 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un mediccimento util para inhibir la expresi6n 

15 deVCAM-1. 

10. - Uso de tm compuesto de formula I segiin se ha definido en la 
reivindicacion 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de im medicamento para el tratamiento o 
prevencion de enfermedades mediadas por VCAM-1. 

20 11.- Uso segun la reivindicacion 10 donde la enfermedad mediada por VCAM- 
1 es aterosclerosis, artritis reumatoidea, lupus, esclerosis multiple, enfermedad 
inflamatoria intestinal, asma, rinitis alergica o metastasis de tumores. 

12. - Uso de tm compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
reivindicacion 1 o tma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 

25 mismo para la manufactura de tm medicamento util para inhibir la expresion 
de la iNOS. 

13. - Uso de tm compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
reivindicacion 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de im medicamento para el tratamiento o 

30 prevencion de enfermedades mediadas por la iNOS. 

14. - Uso segun la reivindicacion 13 donde la enfermedad mediada por la iNOS 
es inflamacion, shock septico, enfermedad inflamatoria intestinal o una 
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enfennedad neurodegenerativa. 

15- Uso de un coihpuesto de formula I segtin se ha deftnido en la 
reivindicacion 1 o una sal f armaceuticamente aceptable o prof armaco del 
mismo para la manufactura de un rtiedicamento titil para inhibir la expresion 

5 del TNF-a. 

16- Uso de un compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
reivindicacion 1 o una sal farmac^uticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 

prevendon de enfermedades mediadas por el TNF-a. 

1 0 17 - Uso segiin la reivindicacion 16 donde la enfennedad mediada por el TNF- 

a es artritis reumatoidea, espondilitis reimiatoidea, artritis gotosa y otras 

enfermedades artriticas, artrosis, sepsis, shock septico, shock endotoxico, 
smdrome de shock toxico, sindrome del distres respiratorio del adulto, malaria 
cerebral, enfermedad inflamatoria pulirionar cronica, silicosis, sarcoidosis 

15 pulmonar, fibrosis pulmonar, hepatitis, osteoporosis y otras enfermedades 
relacionadas con la resorcion osea, dano por reperfusion, rechazo de 
trasplantes, esclerosis multiple, lupus, fiebre y mialgias debidas a infecciones, 
caquexia, smdrome de la inmimodeficiencia adquirida (SIDA), enfennedad 
inflamatoria intestinal o piresis. 

20 18.- Uso de un compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicacion 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento util para inhibir la expresion 
de la MCF-1. 

19. - Uso de un compuesto de formula I segiin se ha definido en la 
25 reivindicacion 1 o tma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 

mismo para la manufactura de im medicamento para el tratamiento o 
prevendon de enfermedades mediadas por la MCP-1. 

20. - Uso segtin la reivindicadon 19 donde la enfermedad mediada por la MCP- 
1 es aterosclerosis, glomerulonefritis, artritis reumatoidea, fibrosis pulmonar, 

30 restenosis, asma, psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, esclerosis 
multiple y rechazo de trasplantes. 
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21.- Uso de un compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
reivindicaci6n 1 o una sal f armaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 
prevenci6n de enfermedades neurodegenerativas. 
5 22,- Uso segun la reivindicaci6n 21 donde la enfermedad neurodegenerativa es 
una enfermedad selecdonada de entre demencia, la enfermedad de Parkinson 
y la esclerosis lateral amiotrdfica. 

23- Uso de im compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
reivindicacion 1 o xma sal f armaceuticamente aceptable o profarmaco del 

10 mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 
prevencion de enfermedades inmunoinflamatorias o autoinmunes. 
24 - Uso segun la reivindicacion 23 donde la enfermedad inmtmoinflamatoria 
o autoinmxme es ima enfermedad selecdonada de entre artritis reumatoidea y 
otras enfermedades de tipo artritico, esderosis multiple, psoriasis, enfermedad 

15 inflamatoria intestinal, lupuis y glomerulonefritis. 

25.- Uso de tm compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
reivindicacidn 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de im medicamento para el tratamiento o 
prevendon de la artrosis. 

20 26.- Uso de im compuesto de formula I segiin se ha definido en la 
reivindicadon 1 o tma sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de im medicamento para el tratamiento o 
prevendon del cancer. 

27. - Uso de un compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
25 reivindicacion 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 

mismo para la manufactura de im medicamento para el tratamiento o 
prevencion de la aterosclerosis. 

28. - Uso de im compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicadon 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 

30 mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 
prevendon de la iixflamadon. 

29. - Uso de un compuesto de formula I segtin se ha definido en la 
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reivindicacidn 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 
prevencion del asma o el sindrome del distres respiratorio del adulto. 
30.- Uso de xin compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicadon . 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 
prevendon del shock s^ptico, 

31- Uso de xm compuesto de f6rmula I segun se ha definido en la 
reivindicadon 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de tm medicamento para la prevencion de parto 
prematuro. 

32. - Uso de tm compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicadon 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de xm medicamento para el tratamiento o 
prevend6n de la osteoporosis. 

33. - Uso de un compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicaddn 1 o una sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 
prevend6n de infecdones viricas. 

34. - Uso de im compuesto de formula I segun se ha definido en la 
reivindicadon 1 o ima sal farmaceuticamente aceptable o profarmaco del 
mismo para la manufactura de un medicamento para el tratamiento o 
prevehddn del rechazo de trasplantes. 
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